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Resumen Objetivo: Determinar la influencia del extracto etanólico y la fracción metanólica conteniendo
compuestos fenólicos y flavonoides de la planta entera de Bidens pilosa L sobre la neoplasia
gástrica inducida en ratas con N-nitroso-N-metilurea (NMU). Diseño: Experimental. Lugar:
Instituto de Investigaciones Clínicas-Bioterio Facultad de Medicina UNMSM. Material biológico:
Ratas albinas cepa Holtzmann machos. Intervenciones: Según Ferraz de Souza y col., 2002, se
dispuso de un grupo control normal, un grupo con NMU y grupos de NMU más tratamientos de
extracto etanólico y fracción metanólica, a dosis de 300 mg/kg. Para la significancia estadística
se consideró la p<0,05. Principales medidas de resultados: Progresión de la neoplasia gástrica
inducida en ratas. Resultados: Indican displasia y estadios iniciales de carcinoma en los estómagos
de las ratas, lo que fue menos evidente en los animales con tratamiento, siendo mejor el grupo
que recibió fracción metanólica. El marcador de estrés oxidativo disminuyó en los grupos que
recibieron tratamiento con la planta, resultando mejor la fracción metabólica. Se observó menor
cantidad de micronúcleos (genotoxicidad) en los animales que recibieron tratamiento.
Conclusiones: El extracto etanólico y la fracción metanólica de Bidens pilosa L en las condiciones
experimentales han detenido la progresión de la neoplasia gástrica inducida en ratas.
Palabras clave Neoplasmas gástricos; investigación; fenoles; bioflavonoides; extractos vegetales.
Phenolic compounds from Bidens pilosa
methanolic fraction on induced gastric
neoplasia in rats
Abstract
Objective: To determine the influence of both the ethanolic extract
and the methanolic fraction containing phenolic and flavonoids
compounds of Bidens pilosa L whole plant on gastric cancer
induced in rats with N-nitroso-N-methylurea (NMU). Design:
Experimental. Setting: Instituto de Investigaciones Clínicas-
Bioterio, Facultad de Medicina UNMSM. Biologic material:
Holtzmann male albino rats. Interventions: Following Ferraz de
Souza et al., 2002, we had a normal control group, a group with
NMU and NMU groups plus treatments with ethanolic extract
and methanolic fraction at 300 mg/kg doses. For statistical
significance we considered p<0,05. Main outcome measures:
Progresion of gastric neoplasia induced in rats. Results: Indicate
dysplasia and initial stages of carcinoma in the rats stomachs,
which was less evident in the animals with treatment, being better
the group that received the methanolic fraction. The marker of
oxidative stress decreased in the groups that received treatment
with the plant, being better the methanolic fraction. We observed
less amount of micronuclei (genotoxicity) in the animals that
received treatment. Conclusions: In experimental conditions the
ethanolic extract and methanolic fraction delayed the advance of
gastric cancer induced in rats.
Key words: Stomach neoplasms; research; phenols;
bioflavonoids; plant extracts.
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INTRODUCCIÓN
Los grupos hidroxilo y fenólicos están
contenidos en la estructura química de los
flavonoides, los cuales le confieren exce-
lentes propiedades de quelación del hierro
y otros metales de transición y por lo tanto
tienen una gran capacidad antioxidante (1).
Por lo expuesto, desempeñan un papel esen-
cial en la protección frente a los fenóme-
nos de daño oxidativo y tienen efectos te-
rapéuticos en un elevado número de pato-
logías, incluyendo la cardiopatía isquémica,
la aterosclerosis o el cáncer (2). Los vege-
tales contienen compuestos fenólicos y
flavónicos, los cuales son pigmentos natu-
rales y que protegen al organismo humano
del daño producido por agentes oxidantes;
están ampliamente distribuidos en plantas,
frutas, verduras y representan componen-
tes sustanciales de la parte no energética
de la dieta humana (3). Su estructura quími-
ca les permite ser atrapadores de radicales
libres, siendo excelentes antioxidantes (1);
protegen así del daño oxidativo y patolo-
gías, como el cáncer (2).
Los estudios fitoquímicos del extracto
etanólico total y de las fracciones de dicho
extracto de la planta total de Bidens pilosa
L indicaron la presencia de chalconas,
glucósidos del ácido fenilpropanoico,
poliacetilenos, un diterpeno, flavonoides,
glucósidos de flavona, compuestos fenólicos
(4). Los estudios farmacológicos previos a
esta investigación mostraron que Bidens
pilosa L posee actividad antihipertensora
(5), antiulcerosa (6), hepatoprotectora (7),
inmunosupresora–antiinflamatoria (8), anti-
leucémica (9) y antimicrobiana (10).
Por lo expuesto, la presente investiga-
ción tuvo por objetivo identificar y aislar
la fracción que contiene compuestos
fenólicos y flavonoides de la planta entera
de Bidens pilosa L, para luego determinar
su eficacia quimioprotectora sobre la neo-
plasia gástrica inducida en ratas con NMU,
estableciendo su influencia sobre la activi-
dad antigenotóxica y sobre un marcador de
estrés oxidativo.
MATERIALES Y MÉTODOS
Se usó ratas albinas de cepa Holtzman,
con peso al inicio de la investigación de 100
a 130 g, de 2 meses de edad, machos, pro-
cedentes del Bioterio del Instituto Nacional
de Salud (INS), del Ministerio de Salud,
mantenidas en jaulas metálicas de 85X30X20
centímetros, con aserrín del INS, el que era
cambiado dos veces a la semana, con un
ambiente a temperatura de 21 °C, con dieta
para rata del INS y agua a libertad.
La planta Bidens pilosa L. (amor seco),
fue recolectada en el caserío de San José
Bajo, distrito de Santiago de Cao, provin-
cia de Ascope, departamento de la Liber-
tad, Perú.
Como inductor de cáncer gástrico se uti-
lizó N-nitroso-N-metilurea (NMU) de
Sigma.
Como solventes, se utilizó alcohol 96º
(etanol), metanol ACS (Fisher), N-hexano
PA (Merck), cloroformo ACS-HPLC
(Fisher). Como reactivos, se utilizó
Silicagel granulado (60-200 mesh) JT Baker,
para cromatografía en columna rápida, hi-
dróxido de sodio (Merck), EDTA (Merck),
formol 40% (Laboratorio Portugal),
heparina sódica (Laboratorios Trifarma),
colorante Giemsa (Merck), colorante Wright
(Sigma), aceite de inmersión (Merck).
La obtención de la fracción que contiene
compuestos fenólicos y flavonoides de la
planta entera de Bidens pilosa L, fue me-
diante los siguientes procesos: Ubicación
y recolección de la muestra vegetal; clasi-
ficación taxonómica realizada en el Museo
de Historia Natural ‘Javier Prado’, de la
UNMSM, y estudio botánico según la bi-
bliografía especializada (11); molienda y al-
macenamiento; se preparó el extracto
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etanólico mediante maceración en etanol de
96º, a temperatura ambiente, protegido de
la luz durante 8 días con agitación periódi-
ca (12,13); preparación de extracto etanólico,
siguiendo parámetros establecidos (12,13). En
el extracto etanólico seco se realizó una
marcha fitoquímica (13), se procedió a hacer
las reacciones de identificación o colora-
ción para cada tipo de metabolito secunda-
rio presente, con los reactivos específicos;
en los resultados se indicó la presencia o
ausencia del metabolito: 5 mg de extracto
problema con 5 gotas de reactivos. Luego,
se procedió a la obtención de fracciones
del extracto etanólico total, mediante
cromatografía en columna rápida, para lo
cual se utilizó solventes de polaridad cre-
ciente: n-hexano, cloroformo, metanol y
agua destilada, para separar metabolitos
afines y poder relacionar estructura quími-
ca con actividad farmacológica del extrac-
to etanólico total y de la fracción metanólica.
A los cuatro subextractos también se les
hizo una marcha fitoquímica. Tabla 1.
La inducción de la neoplasia gástrica (14)
consistió en formar 4 grupos de 6 ratas cada
uno; el primero recibió suero fisiológico 5
mL/kg (control negativo), a los grupos se-
gundo, tercero y cuarto (controles positi-
vos), se les administró 0,5 mL de solución
conteniendo 50 ug de N-nitroso-N-metilurea
(NMU), diariamente, por vía oral (VO). Por
igual vía de administración, el tercer y cuar-
to grupos además recibieron extracto alco-
hólico y fracción metanólica, respectiva-
mente, en dosis de 300 mg/kg VO. Luego
de 16 semanas, los animales fueron
anestesiados con pentobarbital 30 mg/kg,
permitiendo obtener sangre por punción
cardiaca, para estudios de antigenotoxicidad
y determinación del marcador de estrés
oxidativo. Después, los animales fueron
sacrificados por sobredosis de pentobarbital
(100 mg/kg), seguidamente se retiró los
estómagos, para su evaluación macro y mi-
croscópica; el estómago fue conservado en
formol al 10%, para efectuar el estudio
histopatológico, el que se realizó mediante
la coloración hematoxilina-eosina; se ob-
servó el tipo y forma de células tumorales
presentes en el campo de observación.
La actividad antigenotóxica se realizó por
medio de la prueba de micronúcleos (15),
donde se buscó la disminución del daño
cromosómico y la frecuencia de eritrocitos
policromáticos presentes en la sangre de
los animales de experimentación con in-
ducción de cáncer gástrico. La evaluación
consistió en toma de muestras de sangre
periférica, para realizar frotices y tinción
con las soluciones de Giemsa 0,6% y Wright
al 1% (v/v). Se contabilizó 1 400 eritrocitos
policromáticos, en promedio, por animal y
tratamiento. Se identificó los micronúcleos
de acuerdo con el criterio establecido por la
bibliografía especializada (16). El efecto
Tabla 1. Estudio fitoquímico de Bidens pilosa L.
Reacción de Metabolitos secundarios Extracto Fracción Fracción Fracción Fracción
etanólico metanol cloroformo N-hexano acuosa
Dragendorf Alcaloides - - - - -
Shinoda Flavonoides ++ ++ + - -
Espuma Saponinas - - - - -
Tricloruro férrico Compuestos fenólicos ++ +++ + + +
Gelatina Taninos ++ ++ + - -
Lieberman-Burchard Esteroides y/o terpenoides - - - - -
Ninhidrina Aminoácidos libres - - - - -
Molish (alfa naftol) Glicósidos ++ ++ - - -
Ausencia (-) Poco (+) Regular (++) Abundante (+++)
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antigenotóxico fue determinado por la fre-
cuencia de eritrocitos policromáticos
micronucleados presentes, debido a la pre-
sencia del tóxico inductor del cáncer.
El marcador de estrés oxidativo (17,18) fue
determinado en suero procedente de la san-
gre extraída de las ratas sometidas a induc-
ción de neoplasia gástrica. Se empleó la
prueba de especies reactivas al ácido
tiobarbitúrico (TBARS), que en forma ge-
neral mide la formación de malondialdehído
u otros carbonilos procedentes de la con-
versión oxidativa de lípidos y otras molé-
culas como proteínas.
Los resultados fueron informados como
formación del complejo malondialdehído-
ácido tiobarbitúrico (MDA-TBA), comple-
jo coloreado que se mide a 535 nm. Se usó
el coeficiente de extinción molar de MDA-
TBA: 1,56 X 105 M-1cm-1.
La eficacia quimioprotectora fue anali-
zada mediante la prueba del chi cuadrado,
la prueba de probabilidad exacta de Fisher,
análisis de varianza con múltiples compa-
raciones de Duncan; los resultados fueron
expresados por medias ± error estándar.
Los datos de micronúcleos, nivel de radi-
cales libres, fueron evaluados por el análi-
sis de varianza y la media de grupos com-
paradas con la prueba de LSD (diferencia
significativa mínima); para los diferentes
análisis se consideró una p<0,05
RESULTADOS
Se obtuvo un extracto etanólico total con
aspecto de masa homogénea, consistencia
blanda, color verde petróleo, libre de par-
tículas extrañas; el rendimiento fue de 9,4%
de planta entera.
El estudio fitoquímico mostró que los
flavonoides, compuestos fenólicos y taninos
estuvieron en mayor cantidad en la frac-
ción metanólica (Tabla 1).
Con relación a la eficacia quimioprotectora
de la fracción rica en compuestos fenólicos
de la planta entera de Bidens pilosa L, la
Tabla 2 se aprecia la respuesta sobre la
displasia gástrica por efecto del extracto
etanólico y fracción metanólica de Bidens
pilosa, observándose un mejor efecto con la
fracción metanólica.
En la Figura 1 se observa displasia y
discariosis a nivel gástrico, inducidas en
ratas por NMU. Y las Figuras 2 y 3 mues-
tran las respuestas favorables del extracto
etanólico y la fracción metanólica de Bidens
Tabla 2. Observaciones histopatológicas agrupadas según tratamientos, en la inducción de neoplasia gástrica en ratas.
Tratamiento Observaciones
Control (-) normal Descamación superficial propia de la función gástrica y posiblemente
por la introducción de la sonda diariamente.
Control (+) tóxico inductor (TI) Se observa displasia caracterizada por el aumento del tamaño de los núcleos
de células basales, que se van haciendo picnóticas hacia la superficie.
Asimismo, desorganización, como inicio de una lesión precancerosa.
TI + extracto etanólico de Bidens pilosa L Mucosa gástrica que cumple con su función de digestión, mostrando
gran secreción mucosa. No llega a producir inflamación ni cambios
precancerosos.
TI + fracción metanólica de Bidens pilosa L Mayor defensa, porque se observa empastamiento de células glandulares
apicales y secreción mucosa. Esto significa que la fracción ha protegido más
al estimular a las células a que se defendieran de la injuria, haciendo que las
células superficiales variaran hacia una metaplasia.
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pilosa sobre la neoplasia gástrica, demos-
trando mejor efecto el extracto metanólico.
En la Figura 4 se aprecia un gráfico de
barras con las características histopatológicas,
observándose una mayor alteración en el
grupo tratado con NMU, mientras los gru-
pos tratados con extracto etanólico y frac-
ción metanólica hubo una disminución, des-
tacando el grupo que recibió fracción
metanólica.
Respecto al ensayo de antigenotoxicidad,
en la Tabla 3 se observa la presencia de
eritrocitos policromáticos, en mayor canti-
dad en las ratas que recibieron tóxico induc-
tor solamente, mientras que en aquellas que
recibieron tóxico inductor más extracto
etanólico y fracción metanólica mostraron
disminución de eritrocitos policromáticos,
siendo mejor en aquellas que recibieron frac-
ción metanólica. Así mismo, se observó un
aumento apreciable en la frecuencia de
eritrocitos policromáticos micronucleados en
aquellos que recibieron el tóxico inductor y
fracción etanólica, comparados con el con-
trol y la fracción metanólica.
La Figura 5 muestra el efecto del extrac-
to etanólico y fracción metanólica sobre el
estrés oxidativo, observándose un mejor
efecto de la fracción metanólica en ratas
con cáncer gástrico, mientras que el grupo
que recibió solamente NMU mostró un ma-
yor nivel de estrés oxidativo.
DISCUSIÓN
Se ha demostrado que el extracto
etanólico y la fracción metanólica de Bidens
Figura 1. Displasia (picnosis en los núcleos de la base que
paulatinamente abarca todas las glandulas). Descamación
superficial; discariosis, núcleos hiperpigmentados,
anisonucleosis y poiquilonucleosis. 400X.
Figura 2. Efecto del extracto etanólico de Bidens pilosa L.
Atrofia con secreción mucosa y detritus, disminución del
epitelio glandular. 100X.
Figura 3. Efecto de la fracción metanólica de Bidens pilosa L
sobre la neoplasia gástrica. Detalle glandular con discreta
erosión. 400X.
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pilosa L han detenido la progresión de la
neoplasia gástrica inducida en ratas por el
N-nitroso-N-metilurea (NMU).
La palabra neoplasia suele ser usada ge-
néricamente como sinónimo de tumor, pero
solo en el sentido de cualquier proceso que
implique proliferación celular excesiva de-
bido a diversos factores, como defecto
genético, ambientales, tipos y estilos de
vida, factores químicos, físicos y los de tipo
biológico (19). Particularmente en esta in-
vestigación, se indujo la neoplasia por ex-
posición al N-nitroso-N-metilurea (NMU).
El N-nitroso-N-metilurea (NMU) es un
agente inductor de tumores; tiene alta afini-
dad por los receptores H2 y mucho menos
por lo H1. Como es conocido, los H1 y H2
muestran un enlace a diferentes sistemas de
segundos mensajeros, que le confieren a las
células características de alta capacidad
proliferativa, tales como entidades
indiferenciadas y células transformadas (20).
La explicación molecular del NMU para in-
ducir tumoración se explicaría vía los pro-
ductos de la hidrólisis del inositol fosfato
mediado por la fosfolipasa C, para permitir
la movilización subsecuente de Ca2+ y la ac-
tivación de proteína quinasa C, lo que es
una señal reguladora del crecimiento impor-
tante (21). Existen muchas comunicaciones
sobre la interacción del NMU sobre el re-
ceptor H2 y la inducción del cáncer de mama
en ratas (22). Aunque la inducción del cáncer
gástrico no es clara, se podría explicar que
el NMU a nivel glandular del estómago de
ratas interactuarían por los receptores H2 de
las células parietales, para inducir la proli-
feración celular incontrolada. En el presen-
te estudio, al inducir cáncer gástrico, se la
logrado observar una desorganización, por
inicio de una lesión precancerosa en el grupo
de animales que solo recibieron el tóxico.
En el presente estudio, al administrar 50
ug de NMU vía oral diariamente, por cuatro
meses, el grupo control llegó solo a displasia,
atrofia, necrosis e inflamación crónica (ha-
biéndose logrado observar una desorgani-
zación por inicio de una lesión precancerosa
en el grupo de animales que solo recibieron
el tóxico), en similitud a lo informado por
Watanabe y col, 1994 (23), quienes al dar de
beber a libertad solución de agua contenien-
Figura 5. Marcador de estrés oxidativo en suero de ratas
con inducción de neoplasia gástrica.
Figura 4. Características histopatológicas en la
inducción de neoplasia gástrica en ratas. Se observa
más alteraciones en los animales que solo recibieron
N-nitroso-N-metilurea (NMU).
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do 100 ug/mL de NMU a ratas durante cua-
tro meses, menciona haber encontrado sola-
mente casos de inflamación y atrofia cróni-
cas. Los animales que recibieron dosis úni-
ca de 300 mg/kg de la fracción metanólica
de la planta entera de Bidens pilosa L mos-
traron al estudio histopatológico mejor de-
fensa, porque se observó empastamiento de
células glandulares apicales y secreción
mucosa, en grado mayor que los animales
que recibieron extracto etanólico de la plan-
ta (Tabla 2, Figura 1, 2, 3 y 4), posiblemen-
te porque la fracción ha protegido más al
estimular a las células a que se defendieran
de la injuria por el NMU, haciendo que las
células superficiales variaran hacia una
metaplasia, debido probablemente a su alto
contenido de compuestos fenólicos, como
flavonoides, glicósidos flavónicos y taninos
(12,13) (Tabla 1).
Las especies reactivas del oxígeno (ROS),
por ejemplo aniones del superóxido, el
peróxido de hidrógeno y el oxidrilo, el óxi-
do nítrico y radicales del peroxinitrito, des-
empeñan un papel importante en el estrés
oxidativo relacionado con la patogenia de
varias enfermedades importantes. En indi-
viduos sanos, la producción de radicales
libres es balanceada por el sistema
antioxidante de la defensa. Sin embargo,
se genera el estrés oxidativo cuando el equi-
librio favorece la generación del radical li-
bre como resultado de un agotamiento de
niveles antioxidantes. El daño oxidativo
causado por la acción de radicales libres,
puede iniciar y promover la progresión de
Tabla 3. Ensayo de antigenotoxicidad mediante búsqueda de micronúcleos en sangre de ratas con inducción de cáncer gástrico
Tratamiento PCE mPCE % dism. mPCE
Control (-) normal 1293,35 0,25 0
Control (+) tóxico inductor (TI) 2680,04 3,86 100
TI + extracto etanólico de Bidens pilosa L 1577,22 3,39 12,2
TI + fracción metanólica de Bidens pilosa L 1501,67 1,87 51,6
PCE = Eritrocitos policromáticos normales;   mPCE = eritrocitos policromados micronucleados.
un número de enfermedades crónicas, tales
como cáncer, enfermedades cardio-
vasculares, desórdenes neurodegenerativos
y envejecimiento (22,24). En la Figura 5, se
observa que los tratamientos administrados
en la inducción de cáncer gástrico mues-
tran una menor cantidad de moléculas del
complejo coloreado malondialdehido-ácido
tiobarbitúrico, lo que estaría indicando una
disminución de radicales libres y posible-
mente un menor daño de la membrana ce-
lular (o menor lipoperoxidación de la mem-
brana celular).
La actividad quimioprotectora del cán-
cer por los flavonoides puede ser explicada
porque induce apoptosis al activar la caspasa
8 y Bax, inhibir la expresión del Bcl-2 y
liberar citocromo C (25); también, por su
actividad antioxidante y antiangiogénica, al
suprimir la proliferación del factor de cre-
cimiento vascular (VEGF) (26). Por otro lado,
existe información científica que estos po-
drían inducir riesgos de mutagenotoxicidad
(27). Pero, según la Tabla 3, se muestra que
la influencia de la fracción metanólica de
Bidens pilosa L ha reducido la frecuencia
de micronúcleos, que se relaciona con la
genotoxicidad y el desarrollo de procesos
carcinogénicos (28).
Se recomienda realizar estudios con ma-
yor tiempo de exposición al tóxico inductor
a fin de observar el desarrollo de cáncer gás-
trico. La presente investigación es un pro-
ceso inicial en la búsqueda de una sustancia
de origen natural que contribuya en el trata-
miento coadyuvante del cáncer gástrico.
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